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The Dot-Enzyme linked immunosorbent assay (Dot-ELISA) in the diagnosis of Chagas’ disease.
I1. Seroepidemiological study in four rural hamlets of Venezuela — A survey of human Trypano-
soma cruzi infection in four rural communities of two Venezuelan states with different epi-
demiological Chagas’ disease situations was carried out using the Dot-ELISA and conventional
serology. In the two hamlets of Zulia state, no seropositives were found in the under-15 age group
whereas seropositivity in the over-15 group was 15.6%. In Cojedes state, the two hamlets studied
exhibited a seropositivity of 8.9% in the under-15 group and 51.6% in the over-15 group. Upon
comparison with conventional methods, Dot-ELISA evidenced high co-positivity, co-negativity
and efficiency indexes. In the samples taken from Zulia, the predictive value of the test was 66%
and 60% for cytoplasmatic and integral antigens, respectively; with the Cojedes samples, 100%
and 95%. The results suggest that Dot-ELISA could be a practical alternative for seroepi-
demiological Chagas’ disease studies in underdeveloped regions.
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En un programa de control de la Enferme- _ problema, a través del establecimiento de las

dad de Chagas, la utilizacion &éptima de las
medidas a tomar, depende de la informacion
bdsica sobre la prevalencia y distribucidn de
dicha enfermedad, asi como de la evaluacién
continua de estas medidas, desde el inicio del
programa. Para obtener la informacion sobre la
morbilidad de esa enfermedad, es necesario el
uso de técnicas serologicas, pues los métodos
parasitolégicos, en este caso, no tienen la
sensibilidad requerida. La inmunoserologia es
uno de los instrumentos mas valiosos con que
cuenta el epidemiologo en el estudio de las
enfermedades infecciosas endémicas y/o epidé-
micas; [a alta sensibilidad de estas técnicas, asi
como la reproductibilidad de sus resultados,
permiten una adecuada cuantificacion del
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tasas de prevalencia e incidencia.

En el diagnéstico de la infeccién por Trypa-
nosoma cruzi, las pruebas inmunoserologicas
mds utilizadas han sido la Reaccion de Fija-
cion de Complemento (RFC) descrita por
Guerreiro & Machado en 1913, 1a Hemagluti-
nacion Indirecta (RHI), utilizada por primera
vez en el diagnostico de Chagas por Romarfla en
1961, la Reaccidon de Inmunofluorescencia In-
directa (RII) descrita por Fife & Muschel en
1959, y mas recientemente el Ensayo Inmuno-
enzimatico (ELISA) (Voller et al., 1975). Los
primeros estudios seroepidemiolégicos sobre la
Enfermedad de -Chagas se hicieron con la RFC
(Guerrero et al., 1965; Bonet et al., 1968), esta
reaccion fue luego substituida en este tipo de
estudios, por la RHI (Goldsmith et al., 1978;
Balderrama et al., 1981) que tiene menor
complejidad y mayor rendimento y la RII que
ha sido utilizada posteriormente en estudios
seroepidemiclégicos a gran escala en Brasil
(Camargo et al., 1984). La prueba de ELISA,
a pesar de ser una prueba mds ficil de estandar-
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dizar y de ejecutar que las anteriores, ha sido
poco empleada en estudios seroepidemiologicos
en los paises latinoamericanos, probablemente
debido al alto costo de las microplacas de po-
lietileno y de los espectrofotdmetros de lectura
de la reaccion.

El Ensayo Inmunoenzimaitico en microgotas
sobre nitrocelulosa (Dot-ELISA) tal como ha
sido descrito para el diagnodstico de Leishma-
niasis por Pappas et al. (1984), es una nueva
modalidad de ELISA de menor costo, que en
estudios preliminares ha demostrado tener una
buena sensibilidad y especificidad en la detec-
cion de anticuerpos anti-7T. cruzi (Hubsch et al.,
1988). Estas cualidades unidas a su ficil ejecu-
cion la convierten en una técnica util para estu-
dios seroepidemioldgicos de la Enfermedad de
Chagas. En este sentido, presentamos aqui los
resultados de una evaluacidon seroldgica de
cuatro comunidades rurales epidemioldgicamen-
te diferentes, utilizando la técnica Dot-ELISA vy
las pruebas convencionales de RHI y RILI.

MATERIALES Y METODOS

Localidédes vy poblacion estudiada — Fueron
seleccionadas comunidades con conocidos ante-
cedentes epidemioldgicos sobre la Enfermedad
de Chagas (Fig.); estos antecedentes se obtu-
vieron en la Direccidn de Malariologia vy Sa-
neamiento Ambiental del Ministerio de Sanidad
y Asistencia Social (M. S. A. §.), organismo en-
cargado de la campaiia antichagasica en Vene-
zuela.
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Mapa de Venezuela mostrando las comunidades rurales
donde se realizaron las encuestas serologicas para el
estudio cmparativo Dot-ELISA y las pruebas serologi-
cas convencionales.
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Las comunidades de Cafio Hondo y Kama-
na, estan ubicadas en el municipioc Guajira al
norte del estado Zulia, muy cercaunade otray
practicamente a nivel del mar. El drea que las
rodea tiene una vegetacion xerofila con zonas
de bosque de galeria en las midrgenes de cafios
y brazos del rio Limodn. Cafio Hondo tiene 17
viviendas de las cuales se encuestaron 14 de
ellas (82,3%) y Kamana 50, de las que se exa-
minaron 6 (12%) que estaban muy préximas a
Cafio Hondo. Las viviendas originales de pare-
des de barro y techo de palma han sido modifi-
cadas a través del tiempo, por lo tanto, de las
20 viviendas seleccionadas 11 (55%) tenian
techo de palma y 9 (45%) techo de laminas de
metal. Los habitantes de estos caserios perte-
necen a la poblacién indigena Guajira, trabajan
en la agricultura y la cria de caprinos y son
comunidades sedentarias. Cafic Hondo tenia,
para ¢l momento del estudio 10! habitantes,
mientras que las 6 casas de Kamana albergaban
31 ocupantes. La informacion epidemiologica
obtenida de Malariologia indica que en estos
caserios no ha existido infestacion de las
viviendas por Rhodnius prolixus, principal vec-
tor de la Enfermedad de Chagas en Venezuela;
sin embargo, si se ha encontrado Trizroma
maculata en el peridomicilio en 23% de las
viviendas.

Las comunidades de Las Rosas y Soclano
estin ubicados en el drea montaniosa del muni-
cipio San Carlos, al norte del estado Cojedes; la
primera con una altitud de 350 mits sobre el
nivel del mar y la segunda a 400 m. Esta ¢s una
zona agricola donde los principales cultivos son
los cereales (maifz), las leguminosas (frijoles
negros) y los tubérculos (fiame). La vegetacion
es de tipo bosque tropical con abundantes pal-
meras. Las Rosas tiene 31 casas y Solano 49, de
las cuales 8 (25,8%) y 15 (30,6%) respectiva-
mente, estan construidas con elementos de ma-
teria vegetal; las restantes han sido modificadas
y tienen paredes frisadas con techos de ldiminas
de metal. Los indices de infestacién domicilia-
ria por R. prolixus doce afios atrds fueron de
90% para Las Rosasy de 100% para Solano; sin
embargo, debido a los intensos rociamientos
con insecticidas estos indices han descendido,

perc manteniéndose un poco por encima de
10%.

Se encuestaron las 23 casas (28,8%) cons-
truidas con elementos de material vegetal por
tener mayor probabilidad de estar infestadas
con triatéminos, y por lo tanto, de haber trans-
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misiébn de la Enfermedad de Chagas (Tonn et
al., 1978). Segiin el censo realizado, la comuni-
dad de Las Rosas tenfa 121 habitantes y Solano
225; en las 23 casas seleccionadas habia un
total de 110 habitantes.

Metodos de estudio en el campo — Después
de una visita inicial de informacion a la pobla-
cidn de las referidas comunidades se procedio a
realizar un censo de las casas y sus habitantes.
Durante dicha visita se citaron las personas a
concurrir al dispensario local para la toma de las
muestras de sangre. A los menores de 4 affos se
les tomo la muestra por puncion del dedo colec-
tandose la sangre sobre papel de filtro Whatman
n? 1 segin el procedimiento recomendado por
Sousa et al. (1966). Los papeles de filtro con las
muestras de sangre desecada, fueron almacena-
dos a 4 ©C hasta su envio al laboratorio central.
A los mayores de 4 afios se les tomo la muestra
de sangre por puncion venosa procediéndose a
la separacion del suero en el mismo dispensario
de salud; posteriormente los sueros fueron
almacenados a 4 9C, por un tiempo no mayor
de 24 horas, hasta su entrega al laboratorio
central donde fueron conservadas — 20 °C.

Técnicas serologicas — La prueba Dot-ELISA
s¢ realizd de acuerdo a la técnica descrita por
Hubsch et al. (1988), utilizando dos preparados
antigénicos de formas ¢pimastigotas de 7. cruzi:

el primero un antigeno citoplasmdtico (Maekelt,
- 1960) el segundo, formas epimastigotas integras
previamente formoladas (antigeno integral), se
tomaron como titulos diagnésticos: 1:512 para
el primer antigeno y 1:128 para el segundo. La
Reaccion de Hemaglutinacion Indirecta (RHI)
se efectud segun el procedimiento descrito por
Kagan & Norman (1970), usando el mismo
antigeno citoplasmdtico de epimastigotes men-
cionado antes y a un titulo diagndstico de 1:16.
La Reaccion de Inmunofluorescencia Indirecta
(RII) se hizo segin la metodologia publicada
por Camargo (1966), utilizando como antigeno
formas epimastigotas previamente formoladas y
tomdndose como positivos los sueros con titu-
los superiores a 1:32.

Andlisis de los datos — El anilisis de los re-
sultados serolGgicos en muestras no indepen-
dientes se realiz6 mediante la comparacidén de
2 grupos con la elaboracidn de tablasde 2 x 2 y
con la prueba estadistica de McNemar (Reming-
ton & Schorck, 1970). En las muestras indepen-
dientes se usé la prueba estadistica de '“Chi-
cuadrado”. El nivel de significacion estadistica
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para ambas pruebas fue de P < 0,05. El valor
predictivo de las pruebas se calculd siguiendo
las recomendaciones de Galen y Gambino
(1975) y los indices de co-positividad, co-
negatividad y eficiencia segin Gart & Buck
(1966). |

RESULTADOS

Los resultados de la serologia se presentan
en el Tabla I. Los sueros con positividad en una
o dos de las reacciones utilizadas, se considera-
ron dudosos y se incluyeron dentro de los nega-
tivos. Como se¢ puede observar, en ¢l grupo de
los menores de 14 afios, no hubo seropositivos
en las localidades del estado Zulia, pero si en las
del estado Cojedes en 8,9%. En el grupo de los
mayores de 15 afios, hubo seropositivos en los
pobladores de las localidades de ambos estados:
15,7% en el estado Zulia y 51,6% en el estado
Cojedes, esta diferencia en la seropositividad de

las dos comunidades fue estadisticamente signi-
ficativa (P < 0,05).

En la Tabla II, se puede observar que con los
sueros de los caserios del estado Cojedes, hubo
una mejor concordancia en los resultados de
Dot-ELISA y las pruebas serologicas convencio-
nales (RHI, RII) que con los obtenidos en los
caserios del estado Zulia. En las comunidades
estudiadas en el estado Cojedes hubo 21 sueros
positivos (24,1%) con las pruebas serologicas
convencionales y con Dot-ELISA utilizando el
antigeno citoplasmdtico; con Dot-ELISA y
antigeno integral se detectaron 22 sueros positi-
vos (25,2%). Los indices de co-positividad, co-
negatividad y eficiencias fueron de 1,0 para el
antigeno -citoplasmdtico y de 1,0, 0981 vy
0,988 para el antigeno integral respectivamente.
Con los sueros de los residentes de los caserios
del estado Zulia las pruebas convencionales de-
tectaron 6 positivos (6,1%); en tanto que Dot-
ELISA con antigeno citoplasmatico, detecto
9 (9,18%) v con antigeno integral 10 (10,2%).
Los indices fueron de: 1,0, 0,968 y 0,969 con
el primer antigeno y de 1,0,0,957 v 0,959 con
el segundo.

El valor predictivo positivo de Dot-ELISA
con antigeno citoplasmatico fue de 66% en el
estado Zulia y de 100% en las comunidades del
estado Cojedes; para el antigeno integral fue de
60% en las primeras comunidades y de 95% en
las segundas.
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TABLA I

Seropositividad por grupos de edad, de los habitantes

de las comunidades rurales de los estados: Zulia y Cojedes,

utilizando las reacciones de: Hemaglutinacion Indirecta, Inmunofluotescencia Indirecta y Dot-ELISA con dos
preparados antigénicos de Trypanosoma cruzi, Venezuela, 1988

Promedio de

Grupos de N9 de . es Seropositividad (*)
Lugares edad examinados edad desviacion NO (%)
estandar

Estado Zulia
Kamana y 0-14 60 8 4 0 0
Cafio Hondo 1Sy > 38 3318 6 15.7
Total
Estado Cojedes
Las Rosas y 0-14 56 8t 3 5 8.9
Solano 15y > 31 36 £ 16 16 516
Total

(*) Titulos diagnosticos: RHI, 1:16; RII, 1:32; Dot-ELISA Ag<citoplasmdtico, 1:512, y Ag-integral 1:128.

TABLA I

Comparacidn entze los resultados de las pruebas serolégicas convencionales para el diagndstico de 1a enfermedad
de Chagas y Dot-ELISA con dos preparados antigénicos de Trypanosoma cruzi mediante el analisis de sueros
provemientes de personas de las comunidades rurales de los estados Zulia y Cojedes. Venezuela, 1988

Pruebas con- Dot-ELISA Dot-ELISA
vencionales: antigeno antigeno
RHI, R11 citoplasmatico integral
Lugares Sueros Indices de co- Indices de co-
positividad co- positividad co-
N©O 7 N© % negatividad v N© % negatividad y
eficiencia eficiencia
Valor predictive Valor predictivo
Estado Zulia
Kamana y Positivos 6&** 6.1% ¢ 0.1% 1.0 10%*  10.2%* 1.0
Cafio Hondo Negativos 92 93.8 89 9008 0.968 88 89.7 0.957
0.969 0.959
0.666 0.600
Estado Cojedes
Las Rosasy Positivos 21 24.1* 21 24.1% 1.0 22 25.2% 1.0
Solano Negativos 66 75.8 66 75.8 1.0 65 74.7 0.981
1.0 0.968
1.0 0.954

* Diferencias estadisticamente significantes (p << 0.05), prueba “Chi-cuadrado’’.-
** Diferencias estadisticamente significantes (p <. 0.05), prueba McNemar.

Al analizar los resultados con la prueba esta-
distica de “Chi cuadrado”, se observé que las
diferencias en la positividad, entre las comuni-
dades del estado Zulia y las del estado Cojedes,
fueron estadisticamente significativas (P <
0,05), con todas las pruebas serologicas. Estu-

diando con la prueba estadistica de McNemar
para muestras no independientes, las diferencias
en la positividad entre Dot-ELISA y las pruebas
serologicas convencionales en las muestras de
suero tomadas en las dos comunidades de] esta-
do Cojedes, se observd que estas no son estadis-
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ticamente significativas (P > 0,05), lo mismo
ocurrid con los resultados de las del estado
Zulia, salvo en la diferencia entre Dot-ELISA
con antigeno de integral (10 seropositivos) y los
ensayos serologicos convencionales, (6 seroposi-
tivos) que si fue significativa (P < 0,05%).

En las Tablas III y IV se presentan la distri-
bucién de frecuencia de los titulos obtenidos
con los sueros positivos en las comunidades
estudiadas. Al comparar la media de los
titulos no se observa diferencia entre una y
otra 4drea, pero si se toma el porcentaje de
sueros que dieron titulos igual o mayor que
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14096, se observa que 95,25% de los sueros
positivos de los pobladores de Cojedes presen-
taron titulos iguales 0 mayores a 1:4096, con ¢l
antigeno citoplasmdtico y 81,8% con el antige-
no integral; en tanto que los sueros procedentes
del estado Zulia, con titulos iguales 0 mayores
a 1:4096, fue de 66,7% y 70% respectivamente.
Las diferencias encontradas cuando se uso el
antigeno citopldsmatico fueron significativas
(P < 0,05), mientras que las diferencias con
antigeno integral no fueron estadisticamente
significativa. En las Tablas IIl y IV se puede
observar también que la reactividad de las

pruebas serologicas convencionales es menor
que la de el ensayo de Dot-ELISA.

TABLA III

Distribucién de frecuencia de los titulos de los sueros positivos de personas de las comunidades rurales de Las Rosas y
: Solano del estado Cojedes. Venezuela, 1988

Promedio DE (¥) Reciproca de los titulos
N® de logy de la reci-
SUeros proca de Ios 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096
titulos (**) 4 5 6 7 8 9 10 11 12

RHI 21 59 10,89 1 6 8 6
RII 21 6.7 £1,19 5 1 12 1 2
Dot-ELISA
Ag. citopl. 21 11.8 0,65 1 20
Dot-ELISA
Ag. integral 22 114 *1,18 4 18
(*) Desviacion estandar.

(**) Log, de la reciproca de los titulos.

Titulos diagnosticos: RHI: 1:16, RIl: 1:32, Dot-ELISA: Ag. citoplasmadtico: 1512, Ag. integral: 1:128

TABLA IV

Distribucion de frecuencia de los titulos de los sueros positivos de personas de las comunidades rurales de Kamana y
Cafio Hondo estado Zulia. Venezuela, 1988

Promedio DE (*) Reciproca de los titulos
N®de log, de la reci-
SUETOS proca de los 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096
titulos (**) 4 5 6 7 - 8 9 10 11 12

RHI 6 6.6 £1.21 1 2 1 2
RII 9 6.1 £0.927 3 2 4
Dot-ELISA
Ag. citopl 9 11.6 £ 0.5 3 6
Dot-ELISA
Ag. integral 10 11.6 £0.699 1 2 7

(*) Desviacidn estandar.
(¥**) Log, de la reciproca de los titulos,

Ti{tulos diagnosticos: RHI: 1:16, RII: 1:32, Dot-ELISA: Ag. citoplasmatico: 1:512, Ag. integral: 1:128.
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DISCUSION

Al comparar los resultados de la prueba Dot-
ELISA, con los resultados de la serologia con-
vencional se observa que los indices de co-
positividad, co-negatividad y eficiencia son
bastante altos, indicando que la eficacia de esta
prueba es similar a las técnicas de Hemaglutina-
cidon e Inmunofluorescencia. Sin embargo, al
examinar separadamente los resultados obteni-
dos en las comunidades del estado Zulia (Tabla
IT), es evidente la discordancia entre la serolo-
gia convencional y la prueba Dot-ELISA,
debido a la mayor positividad obtenida con esta
ultima. Este hecho podria explicarse por la
presencia de reactividad cruzada de los prepara-
dos antigénicos usados con anticuerpos contra
otro tipo de infeccion. Alternativamente podria
indicar que el nivel de sensibilidad de esta
prueba es superior al de las otras, al detectar
concentraciones mucho menores de anticuerpos
anti-Trypanosoma cruzi. Esta segunda posibili-
dad cobra interes al considerar que el drea estu-
diada no es endémica para la enfermedad de
Chagas pues R. prolixus principal vector en
Venezuela no esta presente, y por tanto, la
transmision de la enfermedad estaria limitada a
los ciclos peridomésticos o silvestre con vecto-
res como 7. maculata, cuya domiciliacidén no ha
ocurrido todavia en Venezuela. Ante esta situa-
cidon, podria esperarse que algunos habitantes
de esta zona, tengan infecciones cronicas con-
traidas en otros lugares mucho tiempo atras, lo
cual determinaria niveles muy bajos de anti-
cuerpos al no estar sujetos a reinfeccion. Lo
contrario ocurre con los habitantes de las co-
munidades del estado Cojedes donde las posibi-
lidades de trasmision son mayores pues existe el
vector y posiblemente del pardsito, tal como lo
demuestra la presencia de seropositivos en los
menores de 14 afios (Tabla I} y la distribucion
de los titulos de lcs sueros positivos (Tabla HI
y IV), donde se puede observar que la mayoria
de los sueros del estado Cojedes presentaron

titulos mds altos que los del estado Zulia.

Sin restar importancia a las consideraciones
de orden bioldgico, la mayor positividad obteni-
da con Dot-ELISA en el estado Zulia también
podria ser explicada por la presencia de falsos
positivos y esto puede inferirse estadisticamen-
te en funcidon del valor predictivo de las
pruebas. En las comunidades del estado Cojedes
la prevalencia de la enfermedad fue de (24,1%)
en tanto que en los caserios del estado Zulia
fue de (6,12%) y por consiguiente el valor pre-
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dictivo positivo de las pruebas en el estado Zulia,
esde 66% para Dot-ELISA con Ag. citoplasmadti-
co y 60% para Dot-ELISA con Ag. Integral,
mientras que en el estado Cojedes es de 100%
para la primera y 95% para la segunda respecti-
vamente, lo cual determina que las probabilida-
des de deteccion de falsos positivos en el estado
Zulia son mayores que en el estado Cojedes.

Al estudiar dos zonas con marcadas diferen-
cias geograficas y climatologicas, se demostrd
que las pruebas serologicas utilizadas (RHI, RII
y Dot-ELISA) pueden contribuir al andlisis de
la situactdén epidemiologica de la enfermedad de
Chagas en una region determinada, pues la sero-
positividad obtenida indica el grado de endemi-
cidad de la enfermedad. En este caso, la ende-
micidad fue mayor en los lugares estudiados del
estado Cojedes, lo cual coincide con los datos
entomolbgicos obtenidos por los servicios regio-
nales de Malariclogia y con el numero de pa-
cientes chagdsicos estudiados por los servicios
de salud, asi como con trabajos previos realiza-

dos (Tonn et al., 1978).

Los resultados obtenidos han demostrado
también que la prueba Dot-ELISA con los dos
preparados antigénicos de Trypanosoma cruzi,
puede ser utilizada en estudios seroepidemiold-
gicos de la enfermedad de Chagas, pues tiene las
condiciones de sensibilidad y especificidad re-
queridas, facil ejecucion y puede realizarse con
gotas de sangre sobre papel de filtro lo que sim-
plifica los trabajos de campo. Sin embargo es
preferible utilizar el antigeno integral por su
menor costo y por que en la evaluacién ya re-
portada por Hubsch et al. (1988) la prueba Dot-
ELISA con este antigeno presentd mejor especi-
ficidad que con el antigeno citopldsmatico.

RESUMEN

El ensayo inmunoenzimatico en microgotas
sobre nitrocelulosa (Dot-ELISA) en el diagnos-
tico de la Enfermedad de Chagas. II. Estudio
seroepidemiologico en cuatro comunidades
rurales de Venezuela' — Se realizé estudio sero-
epidemiologico sobre la infeccion por Trypano-
soma cruzi en habitantes de cuatro comunida-
des rurales de Venezuela, que presentan diferen-
tes situaciones epldemioldgicas en relacion a la
Enfermedad de Chagas, con la finalidad de
evaluar la técnica de Dot-ELISA y compararla
con las pruebas seroldgicas convencionales. En
los caserios de Kamana y Cafio Hondo del
estado Zulia, donde no existe transmision, la
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seropositividad fue 15,7% en adultos solamente.
En las comunidades de Las Rosas y Solano del
estado Cojedes, drea de alta endemicidad, la
seropositividad en los menores de 14 afios fue
8.9% vy en los mayores de 15, 51,6%. En ¢l estu-
dio comparativo con las pruebas serologicas
convencionales, Dot-ELISA presenté altos indi-
ces de co-positividad, co-negatividad y eficien-
cia. El valor predictivo positivo de la prueba fue
de 66% vy 60% con el antigeno citoplasmatico e
integral respectivamente, en el estado Zulia y
100% y 95% en el estado Cojedes. Estos resulta-
dos sugieren que Dot-ELISA puede ser una al-
ternativa practica para estudios seroepidemiolo-
gicos sobre la infeccidn por Trypanosoma cruzi
en los paises en desarrollo.

Palabras claves: Epidemiologia — Dot-ELISA —
Infeccidon por Trypanosoma cruzi
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